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論 文 内 容 要 旨
序言
細 胞 質 雄 性 不稔 性 は農 業 上 有 用 な も の で あ り、140種 以 上 の 植 物 で見 い だ さ
れ、 そ の 中 の 数種 の 作 物 につ いて ミ トコ ン ドリアDNA(lntDNA)因 子 の特
異性 の 同定 が報 告 さ れ て いる。 しか し なが ら現 在 な お次 に示 す 様 な い くつ か の諜
題 が残 され て い る も の と考 え られ る。 これ らのmtDNA因 子 が ど の様 に 派 生 し
た か、 こ れ らのmtDNA因 子 が 形 質 発 現 に どの よ うに 結 び っ い て い る か、 細 胞
質雄 性 不 稔 性 に適 した マ ー カ ー が な いか、 な どが 挙 げ られ る。 これ ら の課 題 を解
明す る た め に に、 花 粉 稔 性 が 核 と細 胞 質 と の協 同 現 象 で あ る こ と、 ミ トコ ン ドリ
ァへ の形 質 転 換 が 困難 で あ る こ と、 ミ トコ ン ドリ ア がヘ テ ロ性 を示 す こ と、 また
緑 色 植 物 か ら のmtDNAの 抽 出過 程 の煩 雑 性 な どが 障 害 とな っ て い る も の と思
われ る。
本 研 究 は上 記 課 題 を探 求す る た め、 細胞 質雄 性 不 稔株 と して 増 殖 が 速 く か つ再
分 化 系 が 確 立 され て い る ニ ン ジ ンの培 養 細 胞 を材 料 に供 試 し、 この株 よ り得 られ
たmtDNA特 異 断 片 を 中心 に細 胞 質 雄 性 不 稔 株 の特 性、 及びmtDNAの 分 析
をお こな った も の で あ る。 第1章 で は培 養 細 胞 レベ ル に お いて の細 胞 質 雄 性 不稔
株 の特 性、 第2章 で はエntDNAに み られ た 特異 断 片 の検 出、 第3章 はそ の特 異
断 片 の特 性 に つ いて述 べ る。
第1章 細胞 質雄性 不稔 株の培養細胞の諸特性 について
本 研 究 に供 試 した 細 胞 質雄 性 不稔 株 は、 図1に 示 す様 に 雄蘂 が花 弁 化 す る とい
う形 態 異 常 か つ 不 稔 と い う特 性 を も って い る。 こ.れ らの株 か ら カル ス を作 出 し
培 養 細胞 系 を確 立 した。 ミ トコ ン ド リア阻 害 剤 のニ ン ジ ン培 養 細胞 に 対 す る影 響
をみ た と こ ろ、 ロ ー ダ ミ ン6G、 ク ロラム フ ェニ コ ール、 エ リス ロ マ イ シ ン に対
して そ れ ぞ れ100mg/1、1.000mg/1、1000mg/1で 増 殖 は完
全 に 阻害 さ れ た。 しか し細胞 質 雄 性 不稔 株 と正常 株 との 間 に は増 殖 の 差異 はみ ら
れ な か った(図2)。 同様 に、 抗生 物 質 で あ るス トレプ トマ イ シ ン、 カ ナ マ イ シ
ンに 対 して も 両 者 間 で差 異 は み られ なか った。 こ の よ う に、 供 試 した ミ トコ ン ド
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リア 阻 害 剤、 及び 抗 生物 質 に対 して は 細胞 質 雄 性 不 稔 株 ・正 常 株 と で増 殖 に 顕 著
な差 異 は み られ ず、 相 関 はな い も の と考 え られ る。
ア トラ ジ ン抵 抗 性 が葉 緑 体DNAの 変 異 に よる と い う報 告 が あ る こ とか ら、 細
胞 質 雄 性 不 稔 が 葉 緑 体DNAの 変 異 に よ る 可 能性・に っ い て検 討 す るた め、 除草 剤、
特 に トリ ア ジ ン系 除草 剤 に対 す る感 受性 を植 物体 レベル と培 養 細胞 レ ベル に お い
て 調 査 した。 ア トラ ジン に対 して は100pp皿 で植 物 体、 培 養 細 胞 とも に増 殖
が阻 害 され、 プ ロパ ジ ン に は抵 抗 性 を示 した(図3)。 しか し、 両 除 草 剤 に 対す
る感 受 性 と細 胞 質 雄 性 不 稔 性 との相 関 はみ られ な か った。 次 に細 胞 質 雄 性 不稔 形
質 の細 胞 質 の マ ー カ ー と して ア トラ ジ ン抵 抗 性 を付 与 す る こ と を試 み た。 細 胞 質
雄 性 不 稔 の 一 系 統 で あ る金 港 三 寸系(SK)の 懸 濁 培 養 細 胞 を用 い て50ppm
で ア トラ ジ ン に対 す る耐 性 株 の選 抜 を お こ な った。 耐 性 株 が2個 体 得 られ、 この
株 は50ppmに お いて も増 殖 し、 細 胞 融 合 の有 用 な 素 材 とな る可 能 性 が 示 され
た(図4)。
第2章 細胞質雄性不稔株 の細胞質DNAの 解析
ニ ン ジ ン細 胞 質 雄 性 不 稔 系 統 と正 常 系 統 に お いて、 葉 緑 体DNAの 制 限 酵 素切
断 パ ター ン に は差 異 は見 られ な か っ た が、 ミ トコ ン ドリ ァDNAの 制 限酵 素 切断
パ タ ー ン に は差 異 が 見 られ た。 特 にHindlIIに お い て は 少な く とも 正常 系
統 と細 胞 質 雄 性 不 稔 系 統 で4つ の バ ン ドの 差 異 が 見 られ、 他 の作 物 の 例 の 様 にニ
ンジ ン にお い ても ミ トコ ン ド リァ に 因 子 が あ る可 能 性 が 示 唆 され た(図5)。 ま
た ミ トコ ン ドリ ァDNAプ ラ ス ミ ドは 確 認 され な か った。
他 の 作 物 の細 胞 質 雄性 不 稔 因子 との 相 同 性 を検 索 す る 目的 で そ の代 表 と して ト
ウモ ロ コ シT-CMSの 特 異 断 片 で あ るTURF2H3断 片 を プ ロ ー ブ に した ハ
イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョ ンを試 み た。 ニ ン ジ ン細 胞 質 雄 性 不 稔 系 統、 正 常 系統 のmt
DNAのHindIII切 断 パ タ ー ン にTuRF2H3全 体 を プ ロ ー ブ に した ハ
イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョ ンを お こ な っ た と こ ろ、 正 常 系 統 に お い て もバ ン ドが 確 認 さ
れ た(図6)。 さ ら に特 異 領 域 を狭 め 特 異ORFで あ るORF13を 含 むHR2
(図7)を プ ロ ー ブ に した と ころCMSの 一 系 統(SK)の み に ハ イ ブ リ ダ イズ
した(図8)。 これ はカ ル ズ 化1ヶ 月、1年 、3年 の培 養 細胞 を材 料 と した場 合
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も 同様 にハ イブ リダ イズ した。 しか・しな が ら タマ ネ ギ、 タバ コ、 キ ャベ ッ と い?
た 他 の 作物 の細 胞 質雄 性 不 稔 系 統 で のHR2を ブ ロ ー ブ に した ハ イ ブ リ ダ イゼ ー
シ ョ ンで は バ ン ドは検 出 され な か った。
第3章 ニ ンジ ン細 胞 質 雄 性 不 稔 株 の ミ トコ ン ドリアDNA特 異 断 片 の分 析
こ の ニ ンジ ン細 胞 質雄 性 不 稔 株 の ミ トコ ン ドリアDNA特 異 断 片 特 異 断 片 を シ
ー ク エ ンス し塩 基 配 列 レベ ル に お ける 相 同性 を検 討 した(図9、10)。
GENETYXに よ る相 同性 検 索 の 結 果、 こ の特 異 断 片 はTURF2H3の 特 異
ORF領 域 で あ るQRF13に 極 めて 相 同性 の高 い こと が示 され た。 す な わ ち こ
の領 域 は11塩 基 が 欠.失 して お り、ORF13と 比 較 して相 同性 は96.9%と
極 め て 高 い も の で あ っ た。ORFは216bpを 含 ん で お り、ORF13は11
5ア ミ ノ酸 を含 む が、 こ のORFで は72ア ミノ酸 で あ っ た。 相 同 性 は62.6
%で あ った。 この 場合ORF13に コー ドされ て い る ポ リペ プ チ ドはORF13
に相 同 性 の 見 られ たORFと は 同一 の もの で はな か った が、 両 者 の相 同性 は極 め
て高 い もの で あ っ た。
またTURF2H3のN末 端 側 の領 域 はATPasesubunit6の 遺
伝 子(α で ρ6)に お いて だ け で な く、 ニ ン ジ ン細 胞 質 雄 性 不稔mtDNAのH
i箆d工II領 域 に対 して も 相 同性 が み られ た。 第2章 に お いてTuRF2H3
が 正 常 タ イ プ のも の に対 して も ハ イ ブ リダ イズ した こ と は、 α 歪 ρ6の 組 換 えの
結 果TURF2H3が 生 じた も の で 毒 る こ と に よ る もの で あ る と考 え る こ とが で
きる。 こ の こ とは トウモ ロ コ シ とニ ン ジ ン と で α で ρ6に 関 して極 め て相 同 性 の
高 いも ので あ る こ と を示 唆 して いる。
結語
ニ ン ジ ン細 胞 質 雄 性不 稔 株 .と正常 株 を使 っ て、 ミ トコ ン ドリア 阻 害 剤 及 び 除草
剤 の培 養細 胞 の増 殖 に対 す る 影 響 を調 査 した と こ ろ、 細 胞 質 雄 性 不 稔 株 と正 常 株
との 間 に は感 受 性 の 差 異 はな か った。 また 葉 緑体DNAの 制 限 酵 素 切 断 パ タ ー ン
にお い て も両 者 に お いて 差異 は な か っ た。 しか しmtDNAの 制 限酵 素 切 断 パ タ
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一 ン に 差異 が み られ た。・さ ら に こ の ニ ンジ ン細 胞 質 雄性 不稔 株 は トウ モ ロ コ シ細
胞 質 雄 性 不 稔 の一 系 統 の 特 異 断 片 と非 常 に相 同性 の 高 い 領 域 をも っ こ とが 認 め ら
れた。 細胞 質 雄 性 不 稔 に特 異 なmtDNA領 域 につ いて 他 種 間 で相 同性 が 認 め ら
れ た 報 告 はな く、 本 研 究 の結 果 は細 胞 質雄 性 不 稔 の 起源 を考 え る上 で非 常 に興 味
深 い も ので あ る と考 え られ る。
図1ξf握 に侯吠 した ニン ジンの正 需 擁 くN}と 加 胞 買皿性 不 捻糠(CMS,
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A=ニ ン ジン細胞 質雄性 不稔 株(SK,及 び正需 株 〔FA)のmLD凹'
の7幻 ロー ス尼気 泳勘 によ る1騒nd:H及 び 后a風IU切断 パ ターン。B:51
及びFAのmしDNAの 匡lind:H切 所 パター ン図示6昆 印は差 罰の みら置
たパ ン ドを示す.歓 匡 は7DNA-Ilind1殿 切瓶 マー カー を示 †.


































闊3ニ ンジ ンmしD暦 ハの サザンハ イプ リダイゼ ー シ置ン の分 所.ブ ロープ
には トウモ ロコ シ丁環細胞7:泄 臣不稔華翫 のTURF2踊3厨 汁(35管bp
が 使[われた。11まmしDNA、2は11in己Inで 鴻 化 したmしD四Aを 示
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図7ニ ンジ ン旧 しD"Aの サザ ンハ イブ リ ダイゼー シgン の ブ ロー プと して便
われた トウ愚 ロコ シ丁司罐馳 買皿性 不稔 礫のmヒDNA祷 罰 賄片 であ6





図8ニ ン ジンmしDNAの サザ ンハ イプ リダイゼ ー シ 冒ンに よる分 鯉Lプ ロ脚
プに は トウモロコ シ丁 厩胴廠 買鳳性 示槍 系玩 のllR2断'、`図7,が 磯わ
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審 査 結 果 の 要 旨
細胞質雄性不稔は,一 代雑種種子作成の手段として採種上極めて重要な形質であ り140種 以上




ついて検討 し,正 常株と雄性不稔株の間に,ロ ーダミン6G,ク ロラムフェニコール,エ リスロ




は,正 常株と雄性不稔株の間に差異は見られなかったが,ミ トコンドリアDNAの 制限酵素切断




特異領域を狭め特異ORFで あるORF13を 含むHR2を プルーブにしたところ,ニ ンジン雄性不
稔の一系統のみにハイブリダイズした。この性質は,カ ルス化1ケ 月,1年,3年 の培養細胞を
材料に しても変わらなか った。
この細胞質雄性不稔株の,ミ トコン ドリアDNA特 異断片を,シ ークエンスし塩基配列 レベル
におけ る相 同性を,GENETYXに よ り検索 した結 果,こ の特異断片 は トウモ ロコ シの
TURF2H3の 特異ORF領 域である,ORF13に 極めて相同性の高い領域のあることが見いだ され
た。細胞質雄i性不稔に特異なmtDNA領 域について,他 種間に相同性が認められた報告はな く,
本研究の結果は細胞質雄性不稔の起源や性質を探究する上で,極 めて興味ある発見といえる。
以上本論文は,細 胞質雄性不稔について,新 知見を加え,細 胞質雄不稔のマーカーの探索につ
いても可能性を示唆するなど,農 学の研究に大 きな貢献をしたものである。 よって,本 論文は博
士(農 学)を 授与するに値するものと判断した。
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